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树 岗 肝 细 胞 体外 分 离 培养 体系 的 复 建 及 主要 影响 因素 分 析 
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摘要 : 树 勋 (Tupaia Belangeri) 与 人 和 灵 长 类 亲缘 关系 较为 接近 ， 是 乙 型 肝炎 研究 中 备 受 关注 的 小 动物 模型 ， 
而 其 原 代 肝 细 胞 的 分 离 和 培养 则 是 建立 HBV 体外 感染 模型 及 应 用 和 基础 研究 的 关键 的 第 一 步 ， 但 由 于 以 往 的 文 
献 报道 均 较为 条 要 ， 需 要 较 长 时 间 的 摸索 。 本 研究 通过 与 机 械 分 离 法 的 直接 比较 ， 验 证 了 两 步 灌注 法 在 树 购 肝 细 
胞 分 离 中 的 优越 性 。 进 而 发 现 , 在 分 离 后 的 体外 培养 过 程 中 ,三甲 其 亚 砚 不 仅 能 够 促进 和 维持 原 代 肝 细胞 的 分 化 ， 
而 且 能 够 显著 地 抑制 纤维 状 细胞 群 的 出 现 。 同 时 ， 肝 细胞 生长 因子 (HGF〉 和 表皮 生长 因子 (EGF) 能 够 促进 肝 
细胞 在 体外 长 期 存活 。 在 此 优化 的 条 件 下 ， 原 代 培 詹 可 持续 4 一 5 周 ， 并 且 较 多 的 细胞 聚集 形成 闫 似 肝 赛 结 构 的 
形态 ， 从 而 为 乙 型 肝炎 病毒 感染 机 理 研 究 和 药物 科 选 提供 了 必 备 的 先决 条 件 ， 也 为 两 型 肝炎 病毒 和 本 型 肝炎 病毒 
及 单纯 郑 疹 病毒 等 研究 和 药物 筛选 提供 了 可 能 。 
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Abstract: Tree shrews (Tupaia Belangeri) are phenogenetically close to humans and primates and generally recognized as a 
prominent small animal model for studies of heptitis virus type B (HBV). Isolating and culturing tree shrew hepatocytes 1s the 
first key step toward the cellular model of HBV nfection in vitro. Due to the lack of details In previous reports, establishing the 
model has been a matter of arbitary experiences. In this study, we validated the superiority of perfusion over mechanic 
dispersion for hepatocyte separation and isolation. Subsequent cultures showed that dimethyl sulphoxide (DMSO) could 
suppress the growth of fibroblast-like cells and maintain the hepatocytes in the differentiated status. Furthermore, hepatocyte 
growth factor (HGF) and epidermal growth factor (EGF) could sustain growth and survival of the hepatocytes In the long-term 
culture. The combination of DMSO and HGF/EGF could maintain the hepatocytes in a longer and more stable differentiated 
status with clear trend to form liver sinus-like structures. Following this detailed method as a laboratory routine would permit 
plentiful starting materlal for study of HBV infection in vitro and drug-screening, as well as studies on hepatitis viruses type C 
and D, and herpes simplex virus. 
Key words: Tree shrew; Hepatocytes; Dimethy!] sulphoxide; Hepatocyte growth factor; Epidermal growth factor; 
Differentiation 


乙 型 肝炎 病毒 (hepatitis virus type B, HBV) 感 的 世界 性 疾病 。 全 球 至 少 有 20 亿 人 曾 感 染 HBV， 
染 和 临床 各 阶段 的 乙 型 肝炎 是 严重 威胁 人 体 健 康 其 中 3.5 亿 发 展 为 慢性 HBV 携带 者 (Bracho et al， 
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2006)。 我 国 处 于 乙 型 肝炎 的 高 发 地 区 ， 全 国 约 有 1 
亿 人 长 期 携带 HBV, 慢性 乙肝 病人 约 2000 万 (Jia & 
Zhuang, 2007)， 慢 性 乙 型 肝炎 已 成 为 我 国 当 前 流行 
最 为 广泛 、 乞 害 最 为 严重 的 传染 病 之 一 。 

由 于 缺乏 理想 的 体内 外 模型 , HBV 感染 及 乙肝 
发 病 机 制 的 研究 和 抗 HBV 药物 的 角 选 一 直 受 到 制 
约 (Yang et al 2005; Glebe &% Urban, 2007)。 我 国学 者 
首先 发 现 ， 树 凯 (tree shrew, Tupaia Belangeri) 对 人 
HBV 具有 易 感 性 (Su et al 1987)。 经 过 国内 外 20 多 
年 的 研究 和 应 用 ， 与 灵 长 类 杀 缘 关系 较 接 近 的 树 吻 
(Nie et al 2008) 及 其 原 代 肝 细胞 已 成 为 乙 型 肝炎 研 
究 中 备 受 关注 的 体内 外 模型 (Walter et al，1996; 
Kock et al, 2001; Glebe et al, 2003)。 

分 离 和 培 刹 树 哆 原 代 肝 细胞 是 建 六 HBV 体外 
感染 模型 、 研 究 感 染 机 制 和 药物 租 选 的 关键 的 第 一 
步 。 我 们 在 预 初 实验 中 发 现 ， 由 于 以 往 的 文献 报道 
均 较 为 和 涂 要 ， 分 离 细 胞 的 技术 细节 和 细胞 培养 的 具 
体 条 件 不 其 具体 和 明确 (Seglen, 1972, 1973; Gerlach 
et al, 1993)， 复 制 原 代 培养 体系 需要 较 长 时 间 的 摸 
有 索 ， 而且 对 树 现 原 代 肝 细 胞 的 生长 及 分 化 状态 有 和 较 
大 影响 。 因 此 ， 本 研究 看 备 探 讨 了 复 建 树 唤 原 代 肝 
细胞 体外 分 离 培 产 体系 过 程 中 的 主要 影响 因素 和 
优化 条 件 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 及 木 前 准备 

树 辆 购 目 中 国 科 学 院 昆明 动物 研究 所 实验 动 
物 中 心 ， 驯 养 于 本 实验 室 动物 房 ， 喂 子 小 鼠 颗 粒 饲 
料 ， 添 加 适量 鸡 重 、 芋 果 和 和 牛奶。 实验 参照 研究 所 
实验 动物 管理 相关 规定 ， 选 取 成 年 树 网 ， 体 重 160 
一 200g。 经 ELISA 法 确认 HBV 表面 抗原 阴性 ， 术 
本 盐酸 毛 胺 酮 厂 醉 ， 每 只 肌肉 注射 1 一 2mg， 胸 腹 
部 75% 酒 精 消 毒 。 

手术 用 的 剪刀 、 刍 子 、 止 血 钳 、 尼 龙 强 、 细 胞 
第 (200 目 )、 培 养 亚 洗 净 、 烘 干 后 ， 放 入 铁 制 饭盒 
中 ，120C，30min 灭 菌 ， 烘 干 备用 。 
1.2 主要 试剂 及 灌注 液 、 培 养 基 的 配制 

I 型 胶原 酶 、Williams”MEDIUM E、HGF 均 
购 目 Invitrogen，EGF、 转 铁 和 集 日 购 目 R&D,，CFSE 
染料 、 氢 化 可 的 松 购 目 Sigma，DMSO、 地 塞 米 松 
和 胎 牛 血清 分 别 购 目 Amersco、Alexis 和 GIBICO。 

第 一 灌注 液 : 即 HEPES 组 冲 液 ( 含 160.8mmol/L 
NaCl、 3.1 Smmol/L KCl、 0.7mmol/L NazHPO4、33 















































mmol/L HEPES) 加 100UmL 青 霉 素 、100ug/mL 链 
霉 素 ，pH 7.65，0.2um 滤 膜 过 滤 除 菌 。 

第 二 洪 注 液 : ”在 第 一 灌注 液 中 加 入 0.02% II 
型 胶原 酶 、0.017% CaCl2 充分 溶解 后 ，0.2hm 滤 膜 
过 滤 除 菌 。 

树 哆 原 代 肝 细 胞 贴 壁 塔 养 基 : Williams” 
Medium E、5% 胎 牛 血 清 、5 ng/mL 转 铁 香 白 、Sng/mL 
亚 硒 酸 钠 、100 U/mL 青霉素 、100hg/mL 链 短 素 ， 
0.2hum 滤 膜 过 滤 除 丽 。 

树 山 原 代 肝 细 胞 维持 培养 基 : Williams 
Medium E、5Shg/mL 转 铁人 生日、0.1%BSA、18hg/mL 
氧化 可 的 松 、40ng/mL 地 窟 米松 、5 ng/mL 亚 硒 酸 
钠 、100 U/mL 青霉素 、100 ug/mL 链 霉 素 ，0.2 hm 
滤 膜 过 滤 除 菌 。 

1.3 两 步 灌注 法 分 离 树 购 肝 细胞 

经 及 酬 、 消 毒 后 ， 固 定 树 网 于 文 加 上 【图 la)， 
移 人 至 超 净 工作 人 台中， 打开 腹腔 (图 1b)， 骏 露 门 静 
脉 ( 图 1c)。 用 刍 子 轻 轻 剥离 门 胡 脉 周 转 系 腊 ， 在 
游离 的 静脉 管 处 插入 导管 (图 1d)， 用 尼龙 绳 固定 

(图 le)。 用 第 一 灌注 液 200mL，15mL/min， 冲 洗 
血液 后 ， 用 第 二 灌注 液 200mL，20mLmin。 前 取 
肝脏 ， 用 锯 子 拨 列 肝 包 腊 ， 取 消化 后 的 肝 细 胞 200 
目 得 网 过 滤 ，Williams”MediumE 洗涤 3 次 ， 经 台 
盼 复 拒 染 ， 相 差 显 微 镜 下 计 细 胞 数 及 细胞 活 率 。 
1.4 ”机 械 法 分 离 树 殉 肝 细 胞 

经 砍 醉 、 消 毒 后 ， 打 开 树 勋 腹腔 ， 副 下 肝脏 组 
织 ， 经 37C 预 热 的 HEPES 绥 冲 液 冲洗 表面 血渍 后 ， 
前 成 0.1 一 0.5mm 小 块 , 转 移 到 细胞 箭 网 上 ,用 SmL 
注射 器 活塞 顺 时 针 研 磨 ， 使 单 细 胞 或 细胞 团 透 过 得 
网 。 收 集 滤 出 液 ，Williams”Medium E 洗 涤 3 次 ， 
经 台 盼 蓝 拒 当 ， 相 差 显 微 镜 下 计 细 胞 数 及 细胞 活 
1.S ” 树 鸯 原 代 肝 细 胞 的 培养 

上 述 方法 获得 的 树 哆 肝 细 胞 ， 以 相同 的 密度 

(10? 细 胞 / 孔 ) 接种 于 六 孔 板 中 ， 首 先 使 用 贴 壁 培 
莽 基 培养 ，4h 后 换 维持 培养 基 ， 此 后 每 2 天 换 液 1 
A 
1.6 ”检测 细胞 增殖 状况 

羟基 荧光 素 二 醋酸 盐 焉 珀 酰 亚 胺 脂 (CFSE) 染 
料 标记 法 检测 细胞 增殖 状况 。 在 分 离 得 到 的 树 网 肝 
细胞 悬 液 中 加 入 CFSE， 终 浓度 为 10 pg/mL，37°C 
水 浴 10min， 每 2min 震荡 一 次 ， 然 后 加 入 500 HL 
台 牛 血清 ，4C、S$min 终止 反应 。5% 胎 牛 血 清洗 涤 
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细胞 3 通 后 ， 接 入 六 孔 板 中 增 养 ，4 天 后 ， 收 集 细 
胞 ， 流 式 细 胞 术 检 测 CFSE 荧光 强度 ， 其 衰减 次 数 
可 反映 细胞 增殖 变化 。 


2 结 果 


2.1 树 哆 肝脏 的 两 步 灌注 

在 进行 树 网 肝脏 灌注 时 , 第 一 步 灌 注 37C 预 热 
的 缓冲 液 冲洗 肝脏 ， 当 肝脏 由 原来 的 深 红 色 变 成 明 
完 的 土 贡 色 (图 1f)， 表 明 血 液 已 基本 冲洗 干净 ， 
停止 灌注 ; 第 二 步 灌注 I 型 胶原 酶 消化 肝脏 ， 当 肝 
组 织 变 软 ， 晶 表面 由 光滑 变 为 颗粒 状 时 ， 表 明 已 消 
化 完全 (图 lg)。 两 步 灌 注 完 成 以 后 ， 肝 脏 内 组 织 
结构 已 被 消化 掉 ， 变 为 单个 细胞 或 细胞 团 状态 ， 此 
时 剥离 肝 包 膜 ， 得 到 肝 细 胞 的 悬 液 〈 图 1h, i)。 在 
预 初 实验 中 ， 我 们 曾 尝试 使 用 人 型 胶原 酶 ， 但 细胞 
贴 壁 率 低 , 而 选用 I 型 胶原 酶 后 , 细胞 可 长 期 存活 、 
贴 壁 生 长 ( 详 见 后 )。 
2.2 ”机 械 法 与 两 步 灌 注 法 获得 的 肝 细 胞 的 存活 率 

比较 

一 只 成 年 树 哆 ， 机 械 分 离 法 得 到 1.4X 10 个 肝 
细胞 ， 活 细胞 率 为 900%; 两 步 灌注 法 得 到 1 X10 人 个 
肝 细 胞 ， 活 细胞 率 为 98%。 可 以 看 到 刚 分 离 的 细 





h: Cut offthe liver; 1 Collect hepatocytes suspension. 
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胞 大 小 均匀 晤 球形 (图 2a c)， 其 中 机 械 法 分 离 的 
细胞 碎片 较 多 (图 2a)。 机 械 法 分 离 的 细胞 始终 呈 
圆 球形 ， 而 且 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 细 胞 逐渐 脱离 
板 底 漂浮 起 来 ， 至 第 3 天 时 ，>80% 细 胞 已 经 漂浮 ， 
无 明显 的 生长 迹象 (图 2b)。 灌 注 法 分 离 的 细胞 4h 
后 开始 贴 壁 伸 展 ， 至 第 3 天 基本 铺 满 板 底 ， 呈 不 规 
则 多 边 形 ， 成 群生 长 (图 2d)。 
2.3 ” DMSO 对 原 代 培 养 肝 细 胞 分 化 的 影响 

用 灌注 法 得 到 的 细胞 ， 在 增 养 时 加 入 2% 二 甲 
基 亚 砚 (DMSO)， 可 明显 改变 细胞 的 状态 ， 即 在 没 
有 加 入 DMSO 的 细胞 培养 系统 中 ， 细 胞 在 第 3 一 4 
天 时 ， 会 出 现 一 些 纤维 状 形态 的 细胞 (图 3a)， 并 
旦 随 看 培养 时 间 的 增长 ， 纤 维 状 细胞 在 总 细胞 中 占 
的 比例 增 大 ;至 第 6 天， 取代 肝 细 胞 成 为 主要 的 细 
胞 群体 (图 3b)， 而 在 培养 基 中 加 入 2% DMSO 后 ， 
基本 无 纤维 状 细胞 生长 (图 3c, d)。 
2.4 ”生长 因子 对 肝 细 胞 增殖 能 力 以 及 存活 时 间 的 
影响 

我 们 在 最 初 的 试验 中 发 现 ， 没 有 加 生长 因子 的 
细胞 在 第 5 天 时 开始 漂浮 (图 4 ab, c)。 而 在 培养 
基 中 加 入 10ng/mL 的 EGF 和 HGF 后 , 肝 细 胞 呈现 
充分 伸展 的 状态 ， 在 显微镜 下 能 清晰 的 看 到 细 


























h 
1 树 鸯 肝脏 两 步 洪 注 法 
Fig. 1 Two-step perfusion of the tree shrew’s liver 
a: 固定 树 购 ;，b: 谢 开 腹腔 ; c: 其 露 有 门静脉， d: 插入 导管 ，e: 固定 导管 ; f: 第 一 步 灌 注 ;，g: 第 二 步 灌 注 ; h: 勇 下 肝脏 ;，i: 得 到 肝 
细胞 巧 液 。 
a: Fix the tree shrew; b: Dissect the abdomen; c: Expose the portal vein; d: Insert a tube; e: Fix the tube; f: First-step perfuse; g: Second-step perfuse; 
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2 机 械 法 与 灌注 法 获得 的 树 购 肝 细 胞 塔 养 形态 上 的 比较 
Fig.2 Comparison of tree shrew hepatocytes from mechanical dispersion and perfusion 
a: 机 械 法 分 离 的 肝 细 胞 ，b: 机 械 法 分 离 的 、 培 养 3 天 后 的 肝 细胞 c: 灌注 法 分 离 的 肝 细 胞 ，d: 灌注 法 分 离 的 、 培 养 3 天 后 的 肝 细 胞 。 
a: Hepatocytes from mechanical dispersion; b: Hepatocytes of mechanical dispersion in vitro cultured in the 3rd day; c: Hepatocytes from perfusion; 


d: Hepatocytes of perfusion in vitro cultured in the 3rd day. 
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3 DMSO 对 树 殊 肝脏 原 代 细 胞 的 影响 
Fig.3 The effect of DMSO on the primary tree shrew hepatocytes 
a: 培养 第 4 天 的 树 哆 肝脏 原 代 细 胞 (无 DMSO); b: 培养 第 6 天 的 树 哆 肝脏 原 代 细胞 〈 无 DMSO); c: 培养 第 4 天 的 树 哆 肝脏 原 代 细 
胞 (加 入 2% DMSO); d: 培养 第 6 天 的 树 哟 肝脏 原 代 细胞 〈 加 入 2% DMSO )。 稍 头 示 纤 维 状 细胞 。 
a: Primary hepatocytes in the 4th day without DMSO; b: Primary hepatocytes in the 6th day without DMSO; c: Primary hepatocytes in the 4th day 
with DMSO; d: Primary hepatocytes in the 6th day with DMSO。The arrow indicates the fibrocyte-like cell. 
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胞 核 和 细胞 质 ， 细 胞 界限 明显 ， 部 分 细胞 呈 双 核 或 
多 核 状态 (图 4d, e, f)， 人 至 少 能 够 存活 9 天 以 上 。 
因此 , 在 后 续 的 实验 中 , 我 们 利 规 加 入 HGF 和 EGF 
( 评 后 )。 
2.5 条件 优化 后 肝 细 胞 体外 长 期 培养 形态 观察 
根据 上 述 单独 加 入 DMSO 或 生长 因子 CBGF 
和 HGF) 的 作用 ， 我 们 进一步 探讨 了 联合 使 用 
DMSO 和 HGF、EGF 的 效果 。 结 果 友 现 ， 肝 细胞 
能 在 体外 存活 4 一 5 周 。 在 塔 养 的 前 4 天， 细胞 持 
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续 伸 展 变 成 不 规则 的 多 边 形 ， 单 个 细胞 及 细胞 群体 
面积 不 断 增 大 (图 Sa b, c); 至 第 4 天 ， 肝 细胞 铺 
满 板 底 ， 细 胞 之 间 紧 蜜 接 触 ， 可 以 看 到 一 些 类 似 肝 
窦 形 状 的 细胞 群 形 态 〈 图 5d)。 在 这 种 形态 出 现 之 
eta 至 5 周 





后 , 细胞 开始 鞭 纵 , 并 且 部 分 漂 序 至 培养 上 清 中 (图 
Se 一 ])。 
2.6 人 

如 上 所 述 ， 在 起 始 密度 为 1X 10" 细 胞 / 孔 的 树 


图 4 EGF、HGF 对 树 哆 肝脏 原 代 细胞 的 影 啊 
Fig.4 The effect of EGF, HGF on the primary tree shrew hepatocytes 
a, b,c: 培养 第 3 天、 第 天、 第 9 天 的 树 网 肝脏 原 代 细 胞 〈 未 加 EGF、HGF);， de,f: 培养 第 3 天 、 第 $ 天 、 第 9 天 的 树 网 肝脏 原 代 细 胞 


(加 EGF、HGF )。 


a, b, c: The primary hepatocytes cultured in the 3rd, Sth, 9th day respectively without EGF and HGF; d, e, f: The primary hepatocytes cultured in the 


3rd, Sth, 9th day respectively with EGF and HGTE. 








图 5 条 件 优 化 后 树 刚 肝 细胞 体外 长 期 培 拳 形态 
Fig.3 A long time culture of primary tree shrew hepatocytes In the optimized condition 
a 一 i; 分 别 是 4h,1、3、7、11、13、17、20、24、27、34 和 38 天 的 树 购 肝 细 胞 。 
a-1: The primary hepatocytes in the 4th hours, 1st day, 3rd day, 7th day 11th day, 13th day, 17th day 20th day 24th day, 27th day, 34th day, 38th 
day, respectively. 
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图 6 体外 培养 树 哆 肝 细 胞 的 增殖 
Fig.6 The proliferation of cultured primary tree 
shrew hepatocytes 


股 原 代 肝 细胞 培养 中 ， 前 4 天 细胞 群体 形态 有 较 大 
变化 ，4 天 后 细胞 形态 基本 维持 不 变 。 通 过 CFSE 
染料 标记 细胞 ， 检 测 细胞 在 前 4 天 内 增殖 状况 ， 结 
果 发 现 4 天 内 肝 细 胞 会 发 生 明 显 增殖 〈 图 6)。 


3 讨 论 


3.1 树 购 肝 细 胞 体外 分 离 方法 的 比较 

肝 细 胞 的 分 离 方 法 通 弟 分 为 丙种: 机械 分 离 法 
和 Seglen 两 步 洪 注 法 。 机 械 分 离 法 用 于 小 型 动物 及 
肝脏 组 织 块 中 肝 细 胞 的 分 离 (Mitry et al，2003); 
Seglen 两 步 灌 注 法 常用 于 活体 动物 肝 细 胞 的 原 位 分 
离 (Seglen, 1972; Seglen, 1973; Gerlach et al, 1993)。 
我 们 比较 两 种 方法 分 离 得 到 的 树 哆 肝 细 胞 ， 选 择 其 
中 细胞 存活 紊 高 和 生长 性 能 好 的 Seglen 两 步 灌注 
法 用 于 树 吻 原 代 肝 细 胞 的 分 离 。 

通过 对 比 机 械 分 离 法 和 两 步 洪 注 法 得 到 的 肝 
细胞 ， 我 们 发 现 两 步 灌注 法 分 离 的 肝 细 胞 总 量 相对 
较 低 , 1X 10 个 肝 细 胞 , 而 机 械 分 离 可 达 1.4X10° 个 
肝 细 胞 。 虽 然 两 种 方法 获得 的 细胞 的 存活 率 仅 略 有 
差别 《〈 汶 注 法 活 细胞 率 为 98%， 而 机 械 法 活 细胞 率 
为 90%)， 但 是 机 械 法 分 离 得 到 的 肝 细 胞 始终 呈 圆 
球形 ， 且 贴 壁 不 牢 ， 每 次 换 液 都 有 部 分 细胞 球 浮 ， 
到 第 3 天 ， 只 剩 少数 细胞 附 寿 在 板 底 。 因 此 ， 我 们 
认为 ， 机 械 分 离 法 对 细胞 有 致命 伤害 ， 导 致 细胞 不 
能 正常 贴 辟 生长。 虽然 治 注 法 对 手术 技巧 要 求 较 












































局， 获得 细胞 的 电量 有 竺 进一步 提高 ， 但 分 离 得 到 
的 细胞 可 以 长 期 存活 培养 。 
3.2 ” 树 购 肝 细 胞 的 分 化 

肝 细 胞 在 体外 的 生长 分 化 状态 是 影 啊 病 毒 感 
染 率 的 极其 重要 的 因素 之 一 。 而 对 HBV 具有 易 感 
性 的 细胞 大 多 处 于 相似 于 体内 的 高 度 分 化 状态 
(Glebe 及 Urban, 2007)。 正常 情况 下 ， 肝 细 胞 在 体内 
处 于 静止 状态 ， 但 从 体内 环境 中 分 离 出 来 时 ， 会 局 
动 肝 细胞 的 去 分 化 (Fraslin et al 1992)。 在 体外 培养 
条 件 中 加 入 DMSO 能 够 促进 并 维持 肝 细 胞 分 化 的 
特定 状态 (Glebe & Urban, 2007), 我 们 在 树 风 原 代 肝 
细胞 中 加 入 2% DMSO 后 ， 单 个 细胞 形态 变 为 不 规 
则 的 多 边 形 ， 部 分 细胞 呈 多 核 状 态 ， 且 细胞 逐渐 聚 
扰 ， 成 族 状 生长 。 

灌注 法 分 离 得 到 的 肝 细 胞 并 不 是 单一 的 肝 实 
质 细胞 ， 其 中 混杂 了 肝 组 织 内 的 多 种 细胞 。 在 我 们 
早期 的 实验 中 ， 观 察 到 一 群 纤维 状 细胞 的 生长 ， 且 
因 其 生长 速度 较 肝 细胞 快 ， 很 快 成 为 培养 板 内 主要 
的 细胞 群 。 在 尝试 胰 酶 消化 传代 实验 时 ， 仅 有 纤维 
状 细胞 能 够 继续 生长 ， 肝 细胞 却 不 能 再 次 贴 壁 生 
长 。 在 培养 液 中 加 入 DMSO 后 , 能 够 明显 抑制 纤维 
状 细胞 的 生长 ， 使 肝 细 胞 的 生长 占 优势 。 这 也 验证 
了 DMSO 在 原 代 细胞 培养 中 , 有 促进 并 维持 细胞 分 
化 状态 的 功能 。 
3.3” 肝 细胞 生长 因子 和 表皮 生长 因子 对 树 喝 肝 细 

胞 的 影响 

肝 细 胞 生长 因子 CHGF7 和 表皮 生长 因子 (CEGF ) 
能 够 促进 肝 细 胞 的 生长 (Muakkassah-Kelly et al 
1987; Fraslin et al, 1992; Tomita et al, 1995; Runge et 
al 1999)。 我 们 在 培养 体系 中 加 入 HGF 和 EGF 后， 
发现 树 辆 原 代 肝 细 胞 能 够 更 宛 分 伸展 ， 细 胞 质 所 占 
面积 明显 增 大 ， 单 个 细胞 呈现 不 规则 的 多 边 形 ， 细 
胞 核 与 细胞 质 清 晰 可 见 ， 细 胞 在 体外 存活 时 间 更 
长 。 这 元 分 验证 了 肝 细 胞 生长 因子 和 表皮 生长 因子 
能 够 在 体外 促进 树 吻 原 代 肝 细胞 的 生长 。 

因此 ， 我 们 在 树 哆 诛 代 肝 细 胞 的 培养 体系 中 ， 
联合 使 用 DMSO 和 HGF、EGF 后 ， 培 养 的 细胞 能 
够 充分 生长 分 化 ， 细 胞 之 间 紧 密 连 接 ， 呈 现 出 肝 窦 
组 织 状 的 形态 。 这 种 类 似 肝 细胞 体内 分 化 状态 的 
细胞 能 够 在 体外 存活 近 5 周 。 

我 们 发 现 , 以 1X 10" 细 胞 / 孔 为 起 始 密度 培养 的 
树 拘 原 代 肝 细 胞 ， 在 前 4 天 内 细胞 数目 不 断 增长 ， 
在 培养 板 内 所 占 面 积 逐 渐 增 大 ， 全 培养 的 第 4 天 ， 
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细胞 已 铺 满 板 感 ， 细 胞 乙 间 楷 密 接触 。 因 此 我 们 认 
为 ， 培 铸 的 树 呜 原 代 肝 细胞 全 少 在 前 4 天 内 增殖 ， 

到 第 4 大 时 ， 细 胞 之 间 的 紧密 接触 抑制 了 生长 ， 呈 
现 出 稳定 的 状态 。 为 一 方 和 面 ， 除 细胞 密度 造成 的 接 
触 抑制 作用 外 ， 与 我 们 在 培养 体系 中 引入 的 DMSO 
促进 和 维持 肝 细 胞 分 化 的 作用 ， 可 能 有 有 生 接 关系 。 
细胞 增殖 检测 实验 的 结 采 表明 ， 医 养 的 树 网 原 代 肝 
细胞 在 前 4 天 内 能 够 增殖 ， 可 能 与 体内 外 的 分 离 转 
移 局 动 了 细胞 增殖 程序 有 关 。 


综 上 所 述 ， 上 述 方法 分 离 培 养 的 树 唤 原 代 肝 细 
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胞 能 够 更 稳定 、 更 长 久 的 保持 类 似 于 体内 的 分 化 状 
态 , 为 我 们 研究 HBV 体外 感染 提供 了 很 好 的 材料 。 
此 外 , 已 有 研究 表明 , 树 哆 能 够 感染 内 型 肝炎 病毒 ， 
本 型 肝炎 病毒 和 单纯 羯 疹 病 毒 (Li et al, 1995; Guha 
et al,， 2005)， 而 且 树 殉 作 为 肝 损伤 和 肝 冶 模型 也 有 
报道 (Yan et 本 EE Park et al, 2000; Yang et al, 
2005)。 因 此 ， 分 离 培 养 树 哆 原 代 肝 细 胞 及 对 其 分 化 
状态 的 研究 对 噶 肝 病毒 科 的 体外 感染 模型 和 肝癌 
分 子 机 制 上 的 研究 具有 重大 意义 。 
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